ORGANISATION MOND1ALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 6 : 
C12N 15/86, A61K 48/00, C07K 14/075, 
A61K 39/235, C12N 7/01 



Al 



(11) Numero de publication Internationale: WO 96/12030 
(43) Date de publication Internationale: 25 avril 1996 (25.04.96) 



(21) Numero de la demande Internationale: PCT/FR95/01326 

(22) Date de depot International: 1 1 octobre 1995 (11.10.95) 



(30) Donnees relatives a la priority: 

94/12346 17 octobre 1994(17.10.94) 



FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats disignis sauf US): RHONE- 

POULENC RORER S.A. [FR/FR]; 20, avenue Raymond- 
Aron, F-92160 Antony (FR). 

(72) Inventeurs; et r _ B __ 
(75) Inventeurs/De"posants (US statement): LEE, Martin [GB/rRj; 

9 rue Sampaix, F-75010 Paris (FR). PERRICAUDET, 
Michel [FR/FR]; 31. rue de Chartres, F-28320 Ecrosnes 
(FR). 

(74) Mandataire: BECKER, Philippe; Rhone-Poulenc Rorer S.A., 
Direction Brevets, 20, avenue Raymond- Axon, F-92160 
Antony (FR). 



(81) Etats designes: AM. AU, BB, BG, BR, BY, CA, CN, CZ, EE, 
FI, GE, HU, IS, JP, KG, KP, KR, KZ, LK, LR, LT, LV, 
MD, MG, MK, MN, MX, NO, NZ, PL, RO, RU, SG, SI, 
SK TJ, TM, TT, UA, UG, US, UZ, VN, brevet europeen 
(AT, BE, CH, DE, DK, ES. FR, GB. GR, IE, IT, LU, MC, 
NL, PT, SE), brevet OAP1 (BF. BJ, CF, CG, CI, CM, GA. 
GN, ML, MR, NE, SN. TD, TG), brevet ARIPO (KE. MW. 
SD, SZ, UG). 



Publiee 



Avec rapport de recherche Internationale. 
Avant V expiration du dilai privu pour la modification des \ 
revendications, sera republiie si de telles modifications sont 
rccues. 



(54) Title: DEFECTIVE ADENOVIRUSES INCLUDING A THERAPEUTIC GENE AND AN IMMUNOPROTECHVE GENE 
(54) litre: ADENOVIRUS DEFECTIFS COMPRENANT UN GENE THERAPEUTIQUE ET UN GENE IMMUNOPROTECTEUR 



(57) Abstract 

Novel adenovirus-derived viral vectors, the preparation thereof, 
and the use of such vectors in gene therapy, are disclosed. In par- 
ticular, defective adenoviruses having a genome that includes a first 
recombinant DNA containing a therapeutic gene and a second recom- 
binant DNA containing an immunoprotective gene, are disclosed. 

(57) Abrege* 
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ADENOVIRUS DEFECTIFS COMPRENANT UN GENE THERAPEUTIQUE ET 
UN GENE imUNOPROTECTEUR 

La presente invention conceme de nouveaux vecteurs viraux, leur preparation 
et leur utilisation en therapie genique. EUe conceme egalement les compositions 
pharmaceutiques contenant lesdits vecteurs viraux. Plus particuUerement, la presente 
5 invention conceme des adenovirus recombinants comme vecteurs pour la therapie 
genique. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anomalie 
(mutation, expression aberrante. etc) par introduction d'une information genetique 
dans la cellule ou l'organe affecte. Cette information genetique peut etre introduite soit 

10 in vitro dans une ceUule extraite de l'organe. la cellule modifiee etant aloes reintroduite 
dans rorganisme, soit directement in vivo dans le tissu approprie. Dans ce second cas, 
differentes techniques existent, parnu lesquelles des techniques diverses de transfection 
impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et al.. J.Virol. 1 
(1967) 891), d'ADN et de proteines nucleaires (Kaneda et al., Science 243 (1989) 

15 375) d'ADN et de lipides (Feigner et al.. PNAS 84 (1987) 7413). l'emploi de 
liposomes (Fraley et al.. J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431). etc. Plus recemment, 
remploi de virus comme vecteurs pour le transfert de genes est apparu comme une 
alternative prometteuse a ces techniques physiques de transfection. A cet egard. 
differents virus ont ete testes pour leur capacite a infecter certaines populations 

20 ceUulaires. En particulier, les retrovirus (RSV. HMS. MMS. etc), le virus HSV. les 
virus adeno-associes, et les adenovirus. 

Parmi ces virus, les adenovirus presentent certaines proprietes interessantes 
pour une utilisation en therapie genique. Notamment. fls ont un spectre d'hote assez 
large, sont capables d'infecter des cellules quiescentes et ne s'integrent pas au genome 
25 de la'cellule infectee. Les adenovirus sont des virus 4 ADN double brin lineaire d'une 
taille de 36 kb environ. Leur genome comprend notamment une sequence inversee 
-repetee (TTR) a leur extremite. une sequence d'encapsidation, des genes Fecoces et 
des genes tardifs (« figure 1). Les principaux genes precoces sont les genes El (Ela 
et Elb), E2, E3 et E4. Les principaux genes tardifs sont les genes LI a L5. 

30 Compte tenu des proprietes des adenovirus mentionnees ci-dessus, ceux-ci 

ont deja ete utilises pour le transfert de genes in viva A cet effet, differents vecteurs 
derives des adenovirus ont ete prepares, incorporant differents genes (B-gal. OTC. o- 
1 AT. cytokines, etc). Dans chacune de ces constructions, l'adenovirus a ete modifie de 
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manifere & le rendre incapable de replication dans la cellule infectee. Ainsi, les 
constructions decrites dans Tart anterieur sont des adenovirus deletes des regions El 
(El a et/ou Elb) et eventuellement E3 au niveau desquelles est ins£ree une sequence 
d'ADN hetfrologue (Levrero et al., Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhury et al. f 
5 Gene 50 (1986) 161). 

Cependant, comme pour tous les virus connus, radministration d'un 
adenovirus sauvage induit une reponse immunitaire importante (Routes et al. f J. Virol. 
65 (1991) 1450). Cette immunogenicite a Sgalement et6 observee consecutivement a 
Fadministration d'adenovirus recombinants defectifs pour la replication (Yang et al., 

10 PNAS (1994) 4407). L'un des roles majeurs du syst&ne immunitaire consiste en effet a 
detruire les Elements non-soi ou soi-altere. L'administration dun vecteur de therapie 
genique d'origine adenovirale introduit des motifs non-soi dans Torganisme De meme, 
les cellules infectees par un tel vecteur et exprimant de ce fait un gene therapeutique 
exogene deviennent des elements soi-al teres. II est done normal que le systeme 

15 immunitaire reagisse contre ces vecteurs et cellules infectees comme s'il s'agissait de 
corps etrangers. Cette reponse immunitaire contre les cellules infectees constitue un 
obstable majeur au developpement de ces vecteurs viraux puisque (i) -en induisant une 
destruction des cellules infectees elle limite la duree d'expression du gene 
therapeutique et done l'effet therapeutique, (ii) eUe induit parallelement une reponse 

20 inflammatoire importante, et (iii) elle entraine lelimination rapide des cellules infectees 
apres des injections repetees. Ainsi, l'expression de la S-galactosidase codee par un 
adenovirus recombinant administre dans le muscle de souris immunocompetentes est 
reduite a des niveaux minimum 40 jours aprfcs ^injection (Kass-Eisler et al., PNAS 90 
(1993) 11498). De meme, Fexpression de g&ie transferes par des adenovirus dans le 

25 foie est significativement rtduite aprds 4 mois (li et al., Hum. Gene Ther. 4 (1993) 
403) et Texpression du facteur IX transfers par adenovirus dans des hepatocytes de 
chiens hemophiles disparait 100 jours apres Hnjection (Kay et al., PNAS 91 (1994) 
2353). 

II semble done que Sexploitation en therapie genique de vecteurs derives des 
30 adenovirus implique la possibility de reduire la reponse immunitaire contre ces 
vecteurs ou les cellules infectees. Ceci constitue precisement l'objet de la presente 
invention. La prgsente invention concerne en effet de nouveaux vecteurs derives des 
adenovirus presentant une immunogenicite tres reduite voire supprimee. Les vecteurs 
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de 1' invention sont done paruculierement appropries pour des applications de therapie 
genique, notamment chez lnomme. 

Un premier objet de la presente invention conoerne un adenovirus defectif 
dont le genome comprend un premier ADN recombinant contenant un gene 
therapeutique et un second ADN recombinant contenant un gene immunoprotecteur. 

La presente invention decode en partie de la mise en evidence qu'il est 
possible d'incorporer plusieurs genes d'interSt dans des adenovirus, et d'obtenir une 
expression importante de ces differents genes dans les cellules infectees. La presente 
invention decoule egalement de la construction de vecteurs adenoviraux capables 
d'incorporer plusieurs genes therapeutiques dans des conditions permettant leur 
expression optimale. EUe decoule encore de la mise en evidence que la co-expression, 
dans la ceUule infectee, de certains genes est capable dinduire un effet 
immunoprotecteur et ainsi de faire echapper les vecteurs de Invention et/ou les 
cellules infectees au systeme immunitaire. La presente invention foumit ainsi des 
vecteurs viraux presentant des proprietes immunologiques et therapeutiques tout a fait 
avantageuses en vue de leur utilisation en therapie genique ou cellulaire. 

Les ADN recombinants selon la presente invention sont des fragments d'ADN 
contenant le gene considere (therapeutique ou immunoprotecteur) et eventuellement 

20 des signaux permettant son expression, constants in vitro puis inseres dans le genome 
de l'adenovirus. Les ADN recombinants utilises dans le cadre de la presente invention 
peuvent etre des ADN complementaires (ADNc), des ADN genomiques (ADNg). ou 
des constructions hybrides consistant par exemple en un ADNc dans lequel seraient 
inseres un ou plusieurs introns. n peut egalement s'agir de sequences synthetiques ou 

25 semisynthetiques. Ces ADN peuvent etre d'origine humaine, animale, vfegetale, 
bacterienne, virale, etc. De maniere particuUerement avantageuse, on utilise des ADNc 
ou des ADNg. 

L'insertion des genes consideres sous forme d'ADN recombinants selon 
Invention offre une plus grande flexibilite dans la construction des adenovirus, et 
30 permet un meilleur controle de l'expression desdits genes. 

Ainsi, les ADN recombinants (et done les deux genes d'interet) incorpores 
dans les vecteurs adenoviraux selon la presente invention peuvent etre agences de 
differentes manieres. — .. . 
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lis peuvent tout d'abord etre inserts en un meme site du genome de 
Fadenovirus, ou en des sites differents, selectionnes. En particulier, les ADN 
recombinants peuvent etre ins&fe au moins en partie au niveau des regions El, E3 
et/ou E4 du genome de l'ad£novinis, en ^emplacement ou en supplement de sequences 
5 virales. 

Us peuvent ensuite comporter chacun un promoteur transcriptionnel, 
identique ou different Cette configuration permet dobtenir des niveaux ^expression 
superieurs, et offre un meilleur contrdle de l'expression des genes. Dans ce cas, les 
deux genes peuvent etre inserts dans la meme orientation ou dans les orientations 
10 opposees. 

lis peuvent egalernent constituer une entite transcriptionnelle unique. Dans 
cette configuration, les deux ADN recombinants sont contigus et positionn6s de telle 
sorte que les deux genes soient sous le contrdle dun promoteur unique, et donnent lieu 
a un ARN premessager unique Cette disposition est avantageuse puisqu'eUe permet 
15 d'utiliser un seul promoteur transcripticmneL 

Enfin, l'emploi d'ADN recombinants selon l'invention permet d'utiliser des 
promoteurs transcriptionnels de nature differente, et notamment des promoteurs forts 
ou f aibles, regules ou constitutif s, tissu-specifiques ou ubiquitaires, etc. 

Le choix des signaux ^expression et de la position respective des ADN 
20 recombinants est particulierement important pour obtenir une expression elevee du 
gene therapeutique et un effet immunoprotecteur important 

Comme gene therapeutique utilisable pour la construction des vecteurs de la 
presente invention, on peut citer tout g&ie codant pour un produit ayant un effet 

25 therapeutique. Le produit ainsi code peut etre une proteine, un peptide, un ARN, eta 
S'agissant dun produit proteique, il peut etre homologue vis-4-vis de la 
cellule able (c'est-i-dire un produit qui est normalement exprimfe dans la cellule dble 
lorsque celle-d ne presente aucune pathologie). Dans ce cas, l'expression dune 
proteine permet par exemple de pallier une expression insuffisante dans la cellule ou 

30 Texpression dune prot&ne inactive ou faiblement active en raison dune modification, 
ou encore de surexprimer ladite proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour 
un mutant dune proteine cellulaire, ayant une stability accrue, une activite modifiee, 
etc. Le produit proteique peut 6galement etre het£rologue vis-a-vis de la cellule cible. 
Dans ce cas, une proteine exprimee peut par exemple completer ou appealer une 
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activite deficiente dans la cellule, lvri permettant de lutter centre une pathologic ou 
stimuler une reponse immunitaire. 

Parmi les produits proteiques therapeutiques au sens de la presente invention, 
on peut citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 

5 lymphokines : interleukines. interferons, TNF. etc (FR 9203120), les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les 
facteurs trophiques : BDNF, CNTF, NGF. IGF, GMF, aFGF, bFGF. NT3, NT5, 
HARP/pleiotrophine, etc; les apohpoproteines : ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 
05125), la dystrophine ou une ininidystrophine (FR 9111947). la proteine CFTR 

10 associee a la mucoviscidose. les genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb. RaplA, 
DCC, k-rev, etc (FR 93 04745). les genes codant pour des facteurs impliques dans la 
coagulation : Facteurs VH, VHI. IX, les genes intervenant dans la reparation de 
l'ADN, etc. 

Comme indique plus haut. le gene therapeutique peut egalement etre un gene 
15 ou une sequence antisens. dont l'expression dans la cellule cible permet de controler 
l'expression de genes ou la transcription d'ARNm ceUulaires. De telles sequences 
peuvent. par exemple. etre transcritesrdans la cellule cible en ARN complements 
d'ARNm ceUulaires et bloquer atnsi leur traduction en proteine. selon la technique 
decrite dans le brevet EP 140 308. Les antisens comprennent egalement les sequences 
20 codant pour des ribozymes. qui sont capables de detruire selectivement des ARN 
cibles(EP321 201). 

Comme indique plus haut. le gene therapeutique peut egalement comporter 
un ou plusieurs genes codant pour un peptide antigenique. capable de generer chez 
lTiomme ou l'animal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de raise en 

25 oeuvre, l'invention permet done la realisation soit de vaccins soit de traitements 
immunotherapeutiques appliques a lliomme ou a l'animal. notamment contre des 
nticroorganismes. des virus ou des cancers, n peut s'agir notamment de peptides 
antigeniques specifiques du virus dEpstein Barr, du virus HIV. du virus de lTiepatite B 
(EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore specifiques de tumeurs (EP 259 

30 212). Dans ce mode de realisation, aucune reponse immunitaire ne sera generee contre 
le virus vecteur ou la cellule infectee. mais l'antigene selectionne sera produit et seul 



Les genes therapeutiques peuvent etre d'origine humaine, animale. vegetale, 
bacterienne. virale. etc. Ds peuvent etre obtenus par toute technique connue de 
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lliomme du m£tier, et notamment par criblage de banques, par synthese chimique, ou 
encore par des mfethodes mixtes incluant la modification chimique ou enzymatique de 
sequences obtenues par criblage de banques. 

Le gdne immunoprotecteur utilise dans le cadre de la presente invention peut 
5 etre de diff Stents types. Plus preferentiellement, la demanderesse a maintenant montr§ 
que lHitilisation dun g£ne dont le produit agit sur l'activite du complexe majeur 
d'histocompatibilite (MHC) ou sur l'activite des cytokines permettait de reduire 
considerablement, voire de supprimer toute reaction immunitaire a rencontre du 
vecteur ou des cellules infect&es. Les vecteurs ainsi obtenus sont particulierement 
10 avantageux puisqu'iis possddent une duree d'action beaucoup plus longue in vivo et 
done tin eff et therapeutique plus important, qu'ils sont depourvus d'eff et inflammatoire 
et immunogSne, et qu'ils peuvent etre utilises avec un nombre ^injections reduit 

Les cellules presentatrices de l'antigene presentent des peptides antigeniques k 
leur surface, en association avec des molecules du complexe majeur 

15 d'histocompatibilite de classe I (MHC-I). Les recepteurs des cellules T cytotoxiques 
(CTL) reconnaissent les complexes formes entre lesdites molecules MHC classe I et 
lesdits peptides antigeniques. Cette reconnaisance induit la mort des cellules par les 
CTL. La demanderesse a maintenant montr& qu'il est possible de co-exprimer dans un 
vecteur adenoviral un g&ne therapeutique et tin gene capable d'alterer l'expression des 

20 molecules MHC-I, et que cette co-expression produit un effet therapeutique durable 
sand reactions immunitaire ou inflammatoire. Parmi les genes dont le produit agit sur 
l'activite du complexe majeur d'histocompatibilite, on prefere utiliser dans le cadre de 
l'invention des gdnes dont le produit inhibe au moins partiellement l'expression des 
prolines du MHC ou la presentation antigenique. A titre d'exemples prefers, on peut 

25 citer certains g&nes contenus dans la region E3 de l'adenovirus, le gene ICP47 du virus 
de ltierpSs, ou le g£ne UL18 du cytomegalovirus. 

La region E3 du genome de V adenovirus contient diff ^rentes phases de lecture 
qui, par epissage alternatif , donnent naissance a des proteines differentes. Parmi celles- 
ci, la proteine Gpl9k (ou E3-19k) est une proteine transmembranaire glycosylee 
30 localisee dans la membrane du reticulum endoplasmique (RE). Cette proteine 
comprend un domaine luminal liant les molecules du MHC-I et une extremite 
cytoplasmique C-terminale capable de lier les microtubules (ou la tubuline), qui agit 
pour ancrer la proteine gpl9k dans la membrane du RE. Gpl9k est ainsi capable 
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d'enipecher l'expression des molecules MHC-I k la surface des cellules par interaction 
et sequestration au niveau du RE. Cependant, en l'absence de replication virale, la 
proteine gpl9k est faiblement exprimee par les adenovirus. Le promoteur natif 
contient en effet certains elements de regulation tels que des elements de liaison de 
5 type NF-kB qui limitent les conditions d'expression de cette proteine. Par ailleurs, 
1'expression de la gpl9k est egatement conditionnee a la realisation d'un epissage 
altematif. L'introduction dans les vecteurs de l'invention d'un ADN recombinant 
contenant une sequence (ADNc de preference) codant pour la gpl9k permet de 
controler et d'optirniser l'expression de ladite proteine. En particulier, l'emploi de 
10 promoteurs constitutifs et la suppression des autres phases de lecture permet 
d'augmenter fortement 1'expression de cette proteine et de s'affranchir de la 
dependance vis-a-vis de la replication virale et la presence d'elements inducteurs. Ceci 
permet de maniere particuUerement avantageuse de dirninuer considerablement la tyse 
par les CTL des cellules infectees et ainsi d'augmenter et de prolonger la production in 
15 vivo du gene therapeutique. Les exemples de la presente demande decrivent 
notamment la construction d'un adenovirus defectif portant un ADN recombinant 
comprenant un gene marqueur sous controle du promoteur RSV et un second ADN 
recombinant portant une sequence codant pour la proteine gpl9k sous controle du 
promoteur constitutif RSV (Ad-Bgal-gpl9k). Les resultats presentes demontrent que 
20 les cellules infectees par ce vecteur expriment la 8-galactosidase a des niveaux aussi 
eleves que des cellules infectees par un adenovirus contenant uniquement le gene B- 
gal. Ceci montre que la presence du second ADN recombinant n'affecte pas les 
niveaux d'expression du premier. Ensuite les resultats presentes montrent que tes 
cellules infectees par l'adenovirus Ad-Bgal-gpl9k sont protegees centre la lyse par les 
25 CTL, ce qui n'est pas le cas des cellules infectees par un adenovirus Ad-Bgal. De plus, 
la presence du second ADN recombinant dans les vecteurs de l'invention inhibe 
l'expansion clonale de lymphocytes diriges centre les ceUules infectees. Les vecteurs de 
l'invention induisent done une reduction significative de la reponse inununitaire par les 
CTL centre les cellules infectees. 

30 D'autres proteines codees par la region E3 du genome de radenovirus teltes 

que les proteines 10.4k et 14,5k presentent certaines proprietes interessantes en vue de 
lew incorporation dans les vecteurs de l'invention. 

Le gene ICP47 du virus de l'herpes simplex constitue un autre gene 
irnmunoprotecteur particulierement interessant au sens de la presente invention. Les 
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cellules infectees par le virus de ttierpte simplex presentent une resistance a la lyse 
induite par les CTL, n a 6te montr6 que cette resistance pouvait etre conferee par le 
gfcne ICP47, qui est capable de rfduire Texpression des molecules MHC-I a la surface 
des cellules, ^incorporation du gfene ICP47 dans un ADN recombinant selon 
5 rinventkm permet 6galement aux virus recombinants de invention d'6chapper au 
syst&me immunitaire. 

Le g&ne UL18 du cytomegalovirus constitue un autre exemple prefere de 
gdne immunoprotecteur selon rinvention. Le produit du gene UL18 est capable de lier 
la £2-microglobuline (Browne et al. Nature 347 (1990) 770). La B2-microglobuline est 

10 lHine des chaines des molecules MHC-I. ^incorporation du gene UL18 dans un ADN 
recombinant selon l'invention permet ainsi de diminuer le nombre de molecules de 62- 
microglobuline fonctioimelles dans les cellules infectees par les virus de l'invention, et 
done de diminuer les capacites de ces cellules a produire des molecules MHC-I 
completes et fonctioimelles. Ce type de construction permet done de proteger les 

15 cellules infectees de la lyse par les CTL. 

Comme indique ci-avant, le g&ie immunoprotecteur utilise dans le cadre de la 
presente invention est, dans un autre mode de realisation prefere, un gene dont le 
produit agit sur l'activite ou les voies de signalisation des cytokines. Les cytokines 
constituent une famUle de prot&nes secr£t£es qui agissent comme des molecules de 
20 signalisation pour le systgme immunitaire. EUes peuvent attirer les cellules de 
I 1 immunity les activer, induire leur proliferation et meme agir directement sur les 
cellules infectees pour les tuer. 

Parmi les g&nes dont le produit agit sur l'activite ou les voies de signalisation 
des cytokines, on peut citer les gfcnes intervenant sur la synthese des cytokines, ou 

25 dont le produit est capable de sfcquestrer les cytokines, d'antagoniser leur activite ou 
d'interferer avec les voies de signalisation intercellulaires. A titre d'exemple 
prcferentiels, on petit citer en particulier le gene BCRF1 du virus d'Epstein Barr, les 
genes crmA et crmB du virus de cowpox, les genes B15R et B18R du virus de la 
vaccine, le gene US28 du cytomegalovirus, les gfcnes E3-14.7, E3-10,4 et E3-14.5 de 

30 Tad&iovirus. 

Le gene B15R du virus de la vaccine code pour une proteine soluble capable 
de lier Tinterleukine-IB (la forme secr6t£e de l'interleukine-1), etainsi d'empecher cette 
cytokine de se lier 4 ses rteepteurs cellulaires. L'interleukine-1 est en effet lHme des 
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premieres cytokines produites en reponse a une agression antigenique. et eUe joue un 
role tees important dans la signalisation du stseme unmunitaire au debut de l'infection. 
La possibility d'incorporer le gene B15R dans un vecteur selon l'invention permet 
avantageusement de reduire l'acuvhe de 1TL-1B, notarnrnent sur l'activation des cellules 
immunitaires, et de oe fait de proteger localement les cellules infectees par les virus de 
l'invention contre une reponse immunitaire importante. Des genes homologues au gene 
B15R peuvent egalement etre utilises, tel que le gene — du vims de cowpox. 

De la meme maniere. le gene B18R du virus de la vaccine code pour une 
proteine homologue au recepteur de l'interleukine-6. Ce gene, ou tout homologue 
fonctionnel, est egalement utilisable dans les vecteurs de l'invention pour inhiber la 
liaison de l'interleukine-6 sur son recepteur ceUulaire et ainsi reduire localement la 
reponse immunitaire. 

Toujours de la meme facon, le gene ccmB du virus de cowpox peut etre 
avantageusement utilise. Ce gene code en effet pour une proteine secretee capable de 
15 lier le TNF et d'entrer en competition avec les recepteurs du TNF a la surface des 
cellules. Ce gene permet done, dans les virus de l'invention. de diminuer localement la 
concentration de TNF actif susceptible de detruire les cellules infectees. D'autres genes 
codant pour des proteines capables de lier le TNF et d'inhiber au moins partiellement 
sa liaison sur ses recepteurs peuvent egalement etre utilises. 

Le gene crmA du virus de cowpox code lui pour une proteine ayant une 
activite d'inhibiteur de proteases du type spermine, qui est capable d'inhiber la synthese 
de l'interleukine-lfl. Ce gene peut done etre utilise pour diminuer localement la 
concentration en interleukine-1 et ainsi reduire le developpement de la reponse 
immunitaire et inflammatoire. 
25 Le gene BCRF1 du virus d'Epstein Barr code pour un analogue de 

rinterleukine 10. Le produit de ce gene est une cytokine capable de diminuer la 
reponse immunitaire et de changer sa specificite, tout en induisant la proliferation des 
lymphocytes B. 

Le gene US28 du cytomegalovirus code pour une proteine homologue au 
30 recepteur de la proteine. inflammatoire des macrophages la (MlP-la). Cette proteine 
est done capable d'agir comme compeuteur des recepteurs du MIP. et done d'inhiber 

son activite localement 

Le produit des genes E3-14.7. E3-10.4 et E3-14.5 de l'adenovims est capable 
de bloquer la transmission du signal interceUulaire medie par certaines cytokines. 
35 Lorsque les cytokines se lient a leur recepteur a la surface d'une cellule infectee. un 
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signal est transmis au noyau pour induire la mort cellulaire ou stoper la synthase 
proteique. Cest le cas en particulier du facteur de necrose des tumeurs (TNF). 
L'incorporatian des gfcnes £3-14,7, E3-10,4 et/ou E3-14.5 dans un ADN recombinant 
selon 1' invention en vue de leur expression constitutive ou regulSe permet de bloquer la 
5 signalisation intercellulaire induite par le TNF, et ainsi de proteger les cellules inf ectees 
par les virus recombinants de l'invention des effets toxiques de cette cytokine. 

Une inhibition locale et transitoire peut etre particulierement avantageuse. 
Celle-ci peut etre obtenue notamment par le choix des signaux d'expression particuliers 
(promoteuis cytokine-dfependants par exemple) comme indique ci-apres. 

10 n est entendu que d'autres gdnes homologues ou ayant des proprietes 

fonctionnelles similaires peuvent Stre utilises pour la construction des vecteurs de 
invention. Ces differents gfenes peuvent etre obtenus par toute technique connue de 
rhomme du metier, et notamment par criblage de banques, par synthase chimique, ou 
encore par des mfethodes mixtes incluant la modification chimique ou enzymatique de 

15 sequences obtenues par criblage de banques. En outre, ces differents g&ies peuvent 
etre utilises seuls ou en combinaison(s). 

LHin des autres aspects irnportants de la presente invention concerne le choix 
des promoteurs transcriptionnels utilises pour dinger 1'expression des genes. Comme 
indique ci-avant, il peut etre particulierement important d'utiliser un promoteur capable 

20 d'exprimer constitutivement le gene place sous son contrdle. Ceci est le cas par 
exemple du gene gpl9k ou d'un homologue, si Ton souhaite obtenir une 
immunoprotection importante. En revanche, pour controler 1'expression d'un gene 
immunoprotecteur agissant sur l'activite des cytokines, une expression regulee peut 
etre souhaitable. En ce qui concerne 1'expression du gene thgrapeutique, le choix des 

25 signaux d'expression depend de la nature du produit therapeutique, de la pathologie 
concemee et du tissu cible. 

Les promoteurs utilisables pour la construction des ADN recombinants de 
l'invention peuvent etre les promoteurs qui sont naturellement responsables de 
1'expression du g&ie therapeutique ou immunoprotecteur consid£r€ lorsque ceux-ci 
30 sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectfee. Cependant, il s'agit 
pr&erentiellement de sequences d'origine differente (responsables de 1'expression 
d' autres proteines, ou meme synthetiques), en particulier pour controler 1'expression du 
gene immunoprotecteur. Notamment, fl peut s'agir de sequences promotrices de gtees 
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eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que l'on desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un virus, y compris l'adenovirus utilise. A cet egard, 
on peut citer par exemple les promoteurs des genes El A, MLP, CMV, RSV, etc. En 

5 outre, ces sequences d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences 
d'activation, de regulation, ou permettant une expression tissu-specifique. Par ailleurs, 
lorsque l'ADN recombinant ne comporte pas de sequences d'expression, il peut etre 
insere dans le genome du virus defectif en aval d'une telle sequence. Un promoteur 
pref ere pour la realisation des vecteurs de l'invention est constitue par le LTR du virus 

10 du sarcome de rous (LTR-RSV). Ce promoteur etant constitutif et fort, permet 
d'induire une irnmunoprotection par la gpl9k importante. Des promoteurs rnammiferes 
peuvent egalement presenter un grand interet, tels que le promoteur des genes PGK, 
albumine, etc. II peut etre particulierement interessant d'utiliser des promoteurs regules 
ou tissu-specifiques de maniere a pouvoir abler la synthese des produits 

15 therapeutiques et/ou immunoprotecteurs. En particuliers, pour l'expression d'un gene 
immunoprotecteur inhibant l'activite des cytokines, il peut etre particulierement 
avantageux d'utiliser un promoteur inductible pour obtenir un effet localise. Des 
promoteurs inducibles sont par exemple des promoteurs induits par des cytokines, de 
telle sorte que l'effet immunoprotecteur ne se produise qu'en reponse a une reaction 

20 immunitaire. 

Par ailleurs, l'ADN recombinant peut egalement comporter une sequence 
signal dirigeant le produit synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. 
Cette sequence signal peut fetre la sequence signal naturelle du gene consider© 
(therapeutique ou immunoprotecteur) le cas echeant, mais il peut egalement s'agir de 
25 toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence signal artificielle. 

Comme indique ci-avant, differentes configurations peuvent etre envisagees 
pour la realisation des vecteurs de l'invention. Les vecteurs de l'invention peuvent tout 
d'abord contenir les deux genes sous forme d'une entite transcriptionneUe unique. Dans 

30 cette configuration, les deux ADN recombinants sont contigus, disposes de telle sorte 
que les deux genes soient sous le controle d'un promoteur unique, et donnent ueu a un 
ARN premessager unique. Cette configuration est interessante puisqu'eUe permet 
d'utiliser un seul promoteur transcriptionnel pour reguler l'expression des 2 genes. Par 
ailleurs, cette entite transcriptionneUe unique peut etre mcorporee dans le vecteur 

35 adenoviral dans les deux orientations possibles. 
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Avantageusement, les deux ADN recombinants contiennent leur propre 
promoteur transcriptionnel. Cette configuration permet d'obtenir des niveaux 
^expression superieurs, et offre un meilleur controle de l'expression des genes. Dans 
ce cas, les deux ADN recombinants peuvent etre inseres dans la meme orientation ou 
5 dans les orientations opposees, dans un meme site du genome de 1' adenovirus ou en 
des sites diff ferents. 

Pref erentiellement, les ADN recombinants sont inseres, au moins en partie, au 
niveau des regions El, E3 ou E4 du genome de r adenovirus. Lorsqu'ils sont inseres en 
deux sites differents, on prefdre dans le cadre de l'invention utiliser les regions El et 
10 E3 ou El et E4. Les exemples montrent en effet que cette organisation permet une 
expression elevee des deux ggnes, sans interference entre les deux. Avantageusement, 
les ADN recombinants sont inseres en remplacement de sequences virales. 

Un mode particulierement pref ere de rnise en oeuvre de la presente invention 
consiste en un adenovirus defectif comportant un premier ADN recombinant contenant 
15 un gene therapeutique et un second ADN recombinant contenant un g£ne 
immunoprotecteur, dans lequel les deux ADN recombinants sont insures au niveau de 
la region El. 

Un mode particulierement pref ere de mise en oeuvre de la presente invention 
consiste en un adenovirus dfefectif comportant un premier ADN recombinant contenant 
20 un g&ne therapeutique, insere au niveau de la region El.et un second ADN 
recombinant contenant un gdne immunoprotecteur, insere au niveau de la region E3. 

Comme indique ci-avant, les adenovirus de la presente invention sont 
defectifs, c'est-i-dire qu*ils sont incapables de se repliquer de f agon autonome dans la 
cellule cible. G6n§ralement, le genome des adenovirus defectifs selon la presente 

25 invention est done depourvu au moins des sequences necessaires a la replication dudit 
virus dans la cellule infectee. Ces regions peuvent etre soit eliminees (en tout ou en 
partie), soit rendues non-forictionnelles, soit substitutes par d'autnra sequences et 
notamment par les genes therapeutiques. Le caractere defectif des adenovirus de 
Tinvention est un element important, puisqu'il assure la non dissemination des vecteurs 

30 de Tinvention apr^s administration. 
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Dans un mode de realisation prefere, les adenovirus de l'invention 
comprennent les sequences 1TR et une sequence permettant rencapsidation, et 
possedent une delfetion de tout ou partie du gene El. 

Les sequences inversees repetees (TTR) constituent l'origine de replication des 

5 adenovirus. Elles sont localisees aux extremites 3' et 5' du genome viral (a figure 1), 
d'ou elles peuvent etre isolees aisement selon les techniques classiques de biologie 
moleculaire cormues de rhomme du metier. La sequence nucleoudique des sequences 
ITR des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et Ad5) est decrite dans 
la literature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAV1 et CAV2). 

10 Concemant l'adenovirus Ad5 par exemple, la sequence ITR gauche correspond a la 
region comprenant les nucleotides 1 a 103 du genome. 

La sequence d'encapsidation (egalement designee sequence Psi) est necessaire 
a rencapsidation de l'ADN viral. Cette region doit done etre presente pour permettre la 
preparation d'adenovirus recombinants defectifs selon l'invention. La sequence 

15 d'encapsidation est localisee dans le genome des adenovirus, entre ITTR gauche (5') et 
le gene El (Cf figure 1). Elle peut etre isolee ou synthetisee artificieUement par les 
techniques classiques de biologie moleculaire. La sequence nucleotidiques de la 
sequence d'encapsidation des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et 
Ad5) est decrite dans la litterature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAV1 

20 et CAV2). Concemant l'adenovirus Ad5 par exemple, la sequence d'encapsidation 
correspond a la region comprenant les nucleotides 194 a 358 du genome. 

Plus preferentiellement, les adenovirus de l'invention comprennent les 
sequences ITR et une sequence permettant rencapsidation, et possedent une deletion 
25 de tout ou partie des genes El et E4. 

Dans un mode particulierement prefere de realisation, le genome des 
adenovirus selon l'invention est delete de tout ou partie des genes El, E3 et E4, et, 
encore plus preferentiellement, de tout ou partie des genes El, E3, L5 et E4. 

Les adenovirus de l'invention peuvent etre prepares a partir d'adenovirus 
30 d'origines diverses. n existe en effet differents serotypes d'adenovirus, dont la structure 
et les proprietes varient quelque peu. mais qui presentent une organisation genetique 
comparable. Ainsi. les enseignements decrits dans la presente demande peuvent etre 
aisement reproduits par lTiomme du metier pour tout type d'adenovirus. 
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Plus particulidrement, les adenovirus de 1'invention peuvent etre d'origine 
humaine, animale, ou mixte (humaine et animale). 

Concemant les adenovirus d'origine humaine, on prefers utiliser ceux classes 
dans le groupe C. Pius prtf erentiellement, parmi les differents serotypes d' adenovirus 
5 humain, on preffere utiliser dans le cadre de la presente invention les adenovirus de 
type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

Comme indique plus haut, les adenovirus de l'invention peuvent egalement 
etre d'origine animale, ou comporter des sequences issues ^adenovirus d'origine 
animale. La demanderesse a en effet montre que les adenovirus d'origine animale sont 

10 capables d'infecter avec une grande efficacite les cellules humaines, et qu'ils sont 
incapables de se propager dans les cellules humaines dans lesqudles ils ont ete testes 
(Cf demande FR 93 05954). La demanderesse a egalement montre que les adenovirus 
d'origine animale ne sont nullement trans -complement's par des adenovirus d'origine 
humaine, ce qui 61imine tout risque de recombinaison et de propagation in vivo, en 

15 presence dun adenovirus humain, pouvant conduiie a la formation d'une particule 
infectieuse. L'utilisation d'adenovinis ou de regions d'adenovinis d'origine animale est 
done particuli&tement avantageuse puisque les risques inherents & 1'utilisation de virus 
comme vecteurs en therapie genique sont encore plus f aibles. 

Les adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente 

20 invention peuvent etre d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, Beard et aL, 
Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). 
Plus particuliSrement, parmi les adenovirus aviaires, on peut citer les serotypes 1 k 10 
accessibles k I'ATCC, comme par exemple les souches Phelps (ATCC VR-432), 
Fontes (ATCC VR-280), P7-A (ATCC VR-827), EBH-2A (ATCC VR-828), J2-A 

25 (ATCC VR-829), T8-A (ATCC VR-830), K-ll (ATCC VR-921) ou encore les 
souches referencees ATCC VR-831 & 835. Parmi les adenovirus bovins, on peut 
utiliser les differents serotypes connus, et notamment ceux disponibles a r ATCC (types 
1 § 8) sous les referencesATCC VR-313, 314, 639-642, 768 et 769. On peut 
egalement citer les adenovirus murins FL (ATCC VR-550) et E20308 (ATCC VR- 

30 528), l'adenovims ovin type 5 (ATCC VR-1343), ou type 6 (ATCC VR-1340); 
l'adenovinis porcin 5359), ou les adenovirus simiens tels que notamment les 
adenovirus referencee i 1'ATCC sous les num6ros VR-591-594, 941-943, 195-203, 
etc. 

De preference, parmi les differents adenovirus d'origine animale, on utilise 
35 dans le cadre de Invention des adenovirus ou des regions d'adenovinis d'origine 
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canine, et notamment toutes les souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou 
A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. Les adenovirus canins ont fait l'objet de 
nombreuses etudes structurales. Ainsi, des cartes de restriction completes des 
adenovirus CAV1 et CAV2 ont ete decrites dans l'art anterieur (Spibey et al., J. Gen. 
5 Virol. 70 (1989) 165). et les genes Ela. E3 ainsi que les sequences ITR ont ete clones 
et sequences (voir notamment Spibey et al.. Virus Res. 14 (1989) 241; Linne. Virus 
Res. 23 (1992) 119. WO 91/11525). 

Les adenovirus recombinants defectifs selon l'invention peuvent etre prepares 
de diff erentes f aeons. 

10 Une premiere methode consiste a transfecter l'ADN du virus recombinant 

defectif prepare in vitro (soit par ligature, soit sous forme de plasmide) dans une lignee 
cellulaire competente. e'est-a-dire portant en trans toutes les fonctions necessaires a la 
complementation du virus defectif. Ces fonctions sont preferentiellement integrees 
dans le genome de la cellule, ce qui permet d'eviter les risques de recombinaison. et 

15 confere une stabilite accrue a la lignee cellulaire. 

Une seconde approche consiste a co-transfecter dans une Ugnee ceUulaire 
apppropriee l'ADN du virus recombinant defectif prepare in vitro (soit par ligature, 
soit sous forme de plasmide) et l'ADN d*un virus helper. Selon cette methode. il n'est 
pas necessaire de disposer d'une lignee ceUulaire competente capable de complementer 

20 toutes les fonctions defectives de l'adenovirus recombinant Une partie de ces 
fonctions est en effet complements par le virus helper. Ce virus helper doit lui-meme 
etre defectif et la Ugnee ceUulaire porte en trans les fonctions necessaires a sa 
complementation. Parmi les Ugnees ceUulaires utUisables notamment dans le cadre de 
cette seconde approche. on peut titer notamment la Ugnee de rein embryonnaire 

25 humain 293. les cellules KB. les ceUules Hela, MDCK. GHK, etc (Cf exemples). 

Ensuite. les vecteurs qui se sont multiplies sont recuperes, purifies et 
amplifies selon les techniques classiques de biologie moleculaire. 

Selon une variante de mise en oeuvre. il est possible de preparer in vitro, soit 
30 par Ugature. soit sous forme de plasmide. l'ADN du virus recombinant defectif portant 
les deletions appropriees et les deux ADN recombinants. Comme indique ci-avant, les 
vecteurs de l'invention possedent avantageusement une deletion de tout ou partie de 
certains genes viraux. notammment des genes El; E3. E4 et/ou L5. Cette deletion peut 
correspondre a tout type de suppression affectant le gene considere. n peut s'agir 
35 notamment de la suppression de tout ou partie de la region codante dudit gene, et/ou 
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de tout ou partie de la region promotrice de la transcription dudit gene. La suppression 
est genferalernent r£alis£e sur l'ADN du vims recombinant defectif, par exemple par 
digestion au moyen d'enzynies de restriction appropriees, puis ligature, selon les 
techniques de Wologie moleculaire, ainsi qu'illustre dans les exemples. Les ADN 

5 recombinants peuvent ensuite etre insures dans cet ADN par clivage enzymatique puis 
ligature, au niveau des regions s61ectionnees et dans l'orientation choisie. 

L'ADN ainsi obtenu, qui porte done les deletions appropriees et les deux 
ADN recombinants, permet de generer directement r adenovirus recombinant defectif 
portant lesdites d£l&ions et ADN recombinants. Cette premiere variante est 

10 particulidrement adaptee a la realisation ^adenovirus recombinants dans lesquels les 
g6nes sont disposes sous forme d'une unite transcriptionnelle unique ou, sous controle 
de promoteurs sfeparfes mais ins6rfe en un meme site du genome. 

n est egalement possible de preparer le virus recombinant en deux etapes, 
15 permettant Introduction successive des deux ADN recombinants. Ainsi, l'ADN dun 
premier virus recombinant portant les deletions appropriees (ou une partie desdites 
deletions) et tin des ADN recombinants est construit, par ligature ou sous forme de 
plasmide. Cet ADN est ensuite utilise pour genfrer un premier virus recombinant 
portant lesdites d£16tions et un ADN recombinant L'ADN de ce premier virus est 
20 ensuite isolfe et co-transfecte avec un second plasmide ou l'ADN d'un second virus 
recombinant dfef ectif portant le deuxi&me ADN recombinant, les deletions appropriees 
(partie non prfesente sur le premier virus), et une region permettant la recombinaison 
homologue. Cette deuxieme 6tape genere ainsi le virus recombinant defectif portant les 
deux ADN recombinants. Cette variante de preparation est particulierement 
25 appropri6e pour la preparation de virus recombinants portant deux ADN recombinants 
inseres en deux regions differentes du genome de l'adenovirus. 

La pr&sente invention conceme Egalement toute composition pharmaceutique 
comprenant un ou plusieurs adenovirus defectif s tels que decrits prfecedemment. Les 
compositions pharmaceutiques de 1'invention peuvent etre formulees en vue dune 
30 administration par voie topique, orale, parenterale, intranasale, intraveineuse, 
intramusculaire, sous-cutanfe, intraoculaire, transdermique, etc. 

Preferentiellement, la composition pharmaceutique contient des vehicules 
pharmaceutiquenient acceptables pour une formulation injectable D peut s'agir en 
particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure de 
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sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc. ou des melanges de tels sels). steriles, 
isotoniques. ou de compositions seches. notamment lyophilisees, qui, par addition 
selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de 
solutes injectables. 

5 Les doses de virus utilisees pour l'injection peuvent etre adaptees en f onction 

de differents parametres. et notamment en f onction du mode d'admuiistration utilise, 
de la pathologie concernee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. D'une maniere generate, les adenovirus recombinants selon l'invention sont 
families et administres sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de 

10 preference 10<* a 10 10 pfu/ml. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est determine par infection d'une culture 
oellulaire appropriee. et mesure, generalement apres 5 jours, du nombre de plages de 
cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfu d'une solution virale 
sont bien documentees dans la litterature. 

15 Les adenovirus de l'invention peuvent etre utilises pour le traitement ou la 

prevention de nombreuses pathologies. Selon le gene therapeuuque insere, les 
adenovirus de l'invention peuvent etre utilises notamment pour le traitement ou la 
prevention des maladies genetiques (dystrophic, fibrose cystique. etc), des maladies 
neurodegeneratives (alzheimer, paridnson, ALS, etc), des pathologies 

20 hyperproliferatives (cancers, restenose, etc), des pathologies bees aux desordres de la 
coagulation ou aux dysUpoproteinemies. des pathologies bees aux infections virales 
(hepatites. SIDA. etc), etc. 

La presente invention sera plus completement decrite a l'aide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatife. 

25 I iyende des figures 

Figure 1 : Organisation genetique de l'adenovirus Ad5. La sequence complete de l'Ad5 
est disponible sur base de donnees et permet a lTwrnme du metier de selectioimer ou 
de creer tout site de restriction, et ainsi d'isoler toute region du genome. 
Figure 2 : Carte de restriction de l'adenovinis CAV2 souche Manhattan (d'apres 
30 Spibey et al precit6). 

Figure 3 : Construction du vecteur pAD5-gpl9k-flgaL 

Figure 4 : Construction de l'adenovirus Ad-gpl9k-flgal,AEl,AE3. 
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Techniques generate dc hiolopie moleculaire 

Les m6thodes classiquement utilis6es en biologie moleculaire telles que ks 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, rsiectrophor&e sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
5 purification de fragments d'ADN par electrocution, les extraction de proteines au 
phfenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
l'6thanol ou de Hsopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont hien 
cormues de lliomme de m&tier et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis 
T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
10 Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et aL (eds), "Current Protocols in 
Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
15 par electrophorese en gels d'agarose ou dacrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange ph6nol/chloroforme, precipites & l'ethanol puis incubes en presence de 1'ADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du f ournisseur. 

Le remplissage des extrfemites 5 ! proeminentes peut fetre effectue par le 
fragment de Klenow de TADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
20 du f ournisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est effectuee en presence 
de TADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 
f abricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est effectuee par un traitement 
menage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
25 etre effectuee selon la methode d6velopp6e par Taylor et al [Nucleic Acids Res. 12 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

^amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR 
[Eolymerase-catalyzed Chain £eaction, Saiki R.K. et al., Science 22Q (1985) 1350- 
1354; Mullis ICB. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut etre 
30 effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specif ications du f abricant 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la methode 
developpee par Sanger et al [Proc. Natl; Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 
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Dans les exemples qui suivent, les lignees celhilaires suivantes ont ou peuvent 
etre utilisees : 

- Ugnee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al.. J. Gen. Virol. 36 
(1977) 59). Cette lignee contient notamrnent, integree dans son genome, la partie 
gauche du genome de l'adenovirus humain Ad5 (12 %). 

- Ugnee de cellules humaines KB : Issue d'un carcinome epidermique humain. 
cette lignee est accessible a l'ATCC (ref. CCL17) ainsi que les conditions permettant 
sa culture. 

- Lignee de cellules humaines Hela : Issue d'un carcinome de l'epithelium 
humain. cette lignee est accessible a l'ATCC (ref. CCL2) ainsi que les conditions 

permettant sa culture. 

- Ugnee de cellules canines MDCK : Les conditions de culture des cellules 
MDCK ont ete decrites notamrnent par Macatney et al., Science 44 (1988) 9. 

- Ugnee de cellules gm DBP6 (Brough et al.. Virology 190 (1992) 624). 
Cette Ugnee est constituee de cellules Hela portant le gene E2 cf adenovirus sous le 
controle du LTR de MMTV. 

F.XEMPLES 

Exemole 1. Construction d'adenovinis recombinants defectifs comprenant un 
gene therapeutique 0e gene LacZ de E. coll) sous le controle du promoteur du 
LTR du RSV et le gene gpl9k sous le controle du promoteur du LTR du RSV, 
to us deux inseres au niveau de la region El. 

Ces adenovirus ont ete oonstruits par recombinaison homologue entre un 
plasmide portant la partie gauche de l'adenovirus Ad5. les deux ADN recombinants et 
25 une region de l'adenovirus Ad5 (correspondent a la prot6ine IX) et l'ADN d'un 
adenovirus def ectif portant differentes deletions. 

1 , destruction ft vgctfturpAD'vPPlQy-ffral (fjgwe 3) 
1 .1. Construction du plasmide pGEM-gpl9k 

Le plasmide P AD5-gpl9k-Bgal contient une sequence (f ADNc codant pour la 
30 proteine gpl9k d'adenovinis. Ce plasmide a ete constant comme suit Le fragment 
Xbal du genome de l'adenovirus Ad5 sauvage contenant la region E3 a ete isole et 
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clone au site correspondant du plasmide pGEM (Promega) pour generer le plasmkle 
pGEM-E3. Le fragment Hinfl contenant la sequence codante de la gpl9k (nucleotides 
28628 & 29634 de radfinovirus Ad5 sauvage) a ensuite 6t6 isol6 & partir du plasmide 
pGEM-E3. Les extremites de ce fragment ont ete rendues tranches par action du 
5 fragment de Klenow de l'ADN polymerase I d*E. coli (Cf techniques generates de 
biologie moleculaire), puis le fragment obtenu a et6 clone au site Smal du plasmkle 
pGEMzf+ (Promega). 

Le plasmide obtenu a ete designe pGEM-gpl9k (figure 3). 

10 1.2. Construction du vecteur pAD5-gpl9k-8gal 

Cet exemple decrit la construction d'un plasmide contenant un les deux ADN 
recombinants comprenant leur propre promoteur, la partie gauche du genome de 
l'adenovims et une partie supplemental (proteine pIX) permettant la recombinaison 
15 homologue. Ce vecteur a ete construit a partir du plasmide pAdRSVpGal comme suit 

Le plasmide pAdRS VjSGal contient, dans Indentation 5*->3\ 

- le fragment PvuII correspondant & l'extremite gauche de r adenovirus Ad5 
comprenant : la sequence ITR, l'origine de replication, les signaux tfencapsidation et 

20 l'amplificateurElA; 

- le gfene cod ant pour la (J-galactosidase sous le controle du promoteur RSV 
(du virus du sarcome de Rous), 

- un second fragment du genome de l'adenovirus Ad5, qui permet la 
recombinaison homologue entre le plasmide pAdRSVf3Gal et r adenovirus dl324. Le 

25 plasmide pAcLRSVpGal a et6 decrit par Stratford-Perricaudet et aL CI. Clin. Invest 90 
(1992) 626). 

Le plasmide pAd.RSV(3Gal a tout d'abod 6te coupfe par les enzymes EagI et 
_ClaI. Ceci genere un premier fragment portant notamment la partie gauche de 
30 Tadenovirus Ad5 et le promoteur du LTR du RSV. Paralldlement, le plasmide 
pAARS V(3Gal a egalement ete coupe par les enzymes EagI et Xbal. Ceci genere un 
deuxieme type de fragment portant notamment le promoteur du LTR du RSV, le gene 
LacZ, et un fragment du genome de Tadenovirus Ad5, qui permet la recombinaison 
homologue. Les fragments Clal-EagI et Eagl-Xbal ont ensuite 6t6 ligatures en 
35 presence du fragment Xbal-Clal du plasmide pGEM-gpl9k (exemple 1.1) portant la 
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sequence codante de la gpl9k (Cf figure 3). Le vecteur ainsi obtenu, designe pAD5- 

gpl9k-Bgal, contient done 

- le fragment PvuII oorrespondant a lextremite gauche de l'adenovirus Ad5 
comprenant : la sequence ITR, l'origine de replication, les signaux d'encapsidation et 

5 1'amplificateurElA; 

- la sequence codant pour la gpl9k sous le controle du promoteur RSV (du 

virus du sarcome de Rous); 

- le gene codant pour la p-galactosidase sous le controle du promoteur RSV 

(du virus du sarcome de Rous), et, 
10 un second fragment du genome de l'adenovirus Ad5. qui permet la 

recombinaison homologue. 

g, Cfmstrti ain« Hf>s adftfflyfr"* rpcnTTlhinants 



15 



2.1. Construction d'un adenovirus recombinant delete dans la region El, 
portant les deux ADN recombinants inseres dans la meme orientation, au niveau de la 
region El. 

Le vecteur pAD5-gpl9k-Bgal a ete linearise et cotransfecte avec un vecteur 
adenoviral deficient dans le gene El. dans les cellules helper (lignee 293) apportant en 

20 trans les fonctions codees par les regions El (El A et E1B) adenovirus. 

Plus precisement. radenovirus Ad-gpl9k-6gal^El est obtenu par 
recombinaison homologue in vivo entre radenovirus Ad-RSVBgal (Cf Stratford- 
Perricaudet et al citee plus haut) et le vecteur pAD5-gpl9k-Bgal. selon le protocole 
suivant : le plasmide P AD5-gpl9k-Bgal, linearise par Xmnl. et l'adenovirus Ad- 

25 RSVBgal, linearise par renzyrne Clal. sont co-transfectes dans la lignee 293 en 
presence de phosphate de calcium, pour permettre la recombinaison homologue. Les 
adenovirus recombinants ainsi generes sont ensuite selectionnes par purification sur 
plaque. Apres isolement, l'ADN de radenovirus recombinant est amplifie dans la lignee 
cellulaire 293. ce qui conduit a un surnageant de culture contenant radenovirus 

30 defectif recombinant non purifie ayant un titre d'environ 10™ pfu/ml. 

Les particules virales sont generalement purifiees par centrifugation sur 
gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham 
et al.. Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus Ad-gpl9k-Bgal.AEl pent etre conserve a 
-80°C dans 20 % de glyceroL 

35 
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2.2. Construction d'un adenovirus recombinant delate dans les regions El et 
E3, portant les deux ADN recombinants inseres dans la meme orientation, au niveau 
de la rfegion El (figure 4). 

Le vecteur pAD5-gpl9k-8gal a 6t6 linearis^ et cotransfect6 avec un vecteur 
adenoviral deficient dans les genes El et E3, dans les cellules helper (lignee 293) 
apportant en trans les fonctions codees par les regions El (El A et E1B) d' adenovirus. 

Plus precisement, l'adenovirus Ad-gpl9k-Bgal,AEl,AE3 a ete obtenu par 
recombinaison homologue in vivo entre l'adenovirus mutant Ad-dll324 (Thinunappaya 
et aL, Cell 31 (1982) 543) et le vecteur pAD5-gpl9k-8gal, selon le protocole suivant : 
le plasmide pAD5-gpl9k-Bgal et l'adfenovirus Ad-dll324, linearise par l'enzyme Clal, 
ont 6t6 co-transfectes dans la lignee 293 en presence de phosphate de calcium, pour 
pei met lie la recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants ainsi generes ont 
ensuite ete s^lectionnes par purification sur plaque. Apres isolement, l'ADN de 
r adenovirus recombinant est amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce qui conduit a un 
surnageant de culture contenant l'adenovirus defectif recombinant non purifie ayant un 
titre d'environ 10 10 pfu/ml. 

Les particules virales sont generalement purifiees par centrifugation sur 
gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham 
et al., Virology 52 (1973) 456). Le genome de l'adenovirus recombinant a ensuite 6t6 
verifie par analyse en southern blot. L'adenovirus Ad-gpl9k-Bgal f AEl,AE3 peut etre 
conserve & -80°C dans 20 % de glycerol. 

Excmple 2 i Mise en evidence en culture cdlulaire de la fonctionnalite des 
adenovirus de 1'invention 

1, Transcription <te 1» gpl9k cfrns fa fifrpblastes 3T3t 

L'apparition de transcripts codant pour la gpl9k dans les cellules infectees par 
^adenovirus Ad-gpl9k-Bgal,AEl,AE3 a et6 demontree par analyse en Northern blot 
des ARN oellulaires totaux. Pour cela, 5.10 6 cellules 3T3 ont 6te inf ectees avec 40 
pfu/cellule de virus. Au bout de 36 hemes, les ARN oellulaires totaux ont et6 
r6cup6res au moyen de RNAzol (Cinna/Biotecx), precipit£s puis resuspendus dans de 
l'eau. 10 |ig ont ensuite et6 d6pos& sur gel de famaldaiyde contenant 1,5% 
d'agarose. Les ARN ont ensuite ete denatures en presence de NaOH 0.05M, puis 
transfers sur un support de nylon (Hybond+ Amersham) par transfer! capillaire avec 
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20xSSC. La membrane de nylon a ete pre-hybridee en milieu 6xSSC, 5x Denhardt's, 
0,5% SDS, 100 \ig d'ADN de sperme de saumon denature pendant 2 h a 60 °C. Une 
sonde oorrespondant a l'ADN de la region E3 de l'adenovirus Ad5 marquee au 32 P en 
utilisant le kit MegaPrime (Amersham) a ensuite et6 ajoutee a la solution et laissee 

5 pour rhybridation pendant toute la nuit Apres rhybridation, la membrane a ete lavee 
deux fois dans un milieu 2x SSC, 0,1% SDS a temperature ambiante, puis deux fois 
dans un milieu O.lx SSC, 0,5% SDS a 45°C, puis enfin dans un milieu 0,lx SSC a 
temperature ambiante et exposee. 

Les resultats obtenus montrent l'apparition d'une bande de 1,6 kb dans les 

10 cellules infectees par l'adenovirus Ad-gpl9k-Bgal,AEl,AE3. Cette bande correspond a 
un ARNm comprenant la sequence codant pour la gpl9k et allant jusqu'au site polyA 
situe dans le promoteur RSV controlant la transaction du gene LacZ. En revanche, 
aucune bande equivalente n est detectee dans les cellules infectees par l'adenovirus Ad- 
B-gal. 

15 

2. Expressio n d'une gp!91r fnnctinnnelle 

La fonctionalite de la gpl9k produite par les cellules infectees par 
l'adenovirus Ad-gpl9k-Bgal.AEl.AE3 a et6 verifiee par mesure. en test ELISA, de 

20 l'expression de la B2-microglobuline a la surface des cellules. La B2-microglobuline est 
une proteine non-transmembranaire localisee a la surface des cellules en association 
avec les molecules MHC-I. et qui est necessaire a la presentation de l'antigene a la 
surface des cellules. En particulier. elle est necessaire pour le repliement correct des 
molecules MHC-I et pour la presentation des peptides antigeniques a la surface des 

25 cellules, et constitue de ce f ait un bon marqueur de la fonctionnalite des molecules 
MHC-L 

Les ceUules 3T3-Balb-c a confluence ont ete infectees avec 200 pfu/cellule 
d'Ad-gpl9k-Bgal,AEl,AE3, puis incubees 40 h a 37°C, sous atmosphere humide, 5% 
C02, dans du milieu DMEM contenant 10% de serum de veau fetal. Les ceUules ont 

30 ensuite ete recoltees dans un tampon PBS 20mM EDTA, et mises en suspension dans 
du milieu DMEM 10% SVF. 10 5 cellules sont ensuite introduites dans chaque puits 
d'une plaque 96 puits. Les plaques sont centrifugees a 250 g pendant 3 min puis 
incubees 6 heures. Les puits sont ensuite laves avec du tampon PBS 1% albumine de 
boeuf (SAB) puis incubees avec une dilution au 500eme d'anticbrps de mouton anti- 

35 B2-microglobuline (The Binding Site, Birmingham, UK) dans 1% SAB-PBS pendant 
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20 min a 37°C. Les cellules ont ensuite 6t6 lavees dans 1% SAB-PBS puis fixees dans 
un tampon PBS 0,37% formaldehyde, 0,2% glutaraldehyde, lav6es 2 fois et incubees 
avec une dilution au 35 OOOeme dans 1% SAB-PBS d'un 2eme anticorps antit-mouton 
conjugu6 a la phosphatase alcaline (PA) (Sigma) pendant 1 heure i 4°C. Les plaques 

5 sont ensuite lavees 3 fois dans 1% SAB-PBS. Lactivite PA a ensuite ete detectee en 
utilisant le kit PA substrat (Biorad). La density optique des puits lue a 450 nm, la DO 
moyenne et l'ecart type ont 6t6 calcules. 

Les resultats obtenus montrent que r infection par rAd-gpl9k-Bgal,AEl,AE3 
induit une reduction de 40% environ de Tintensite du signal B2-microglobuline de 

10 surface r6v61e par le test ELISA, par rapport a l'effet produit par 1'adeno virus Ad-Bgal. 
Ces resultats indiquent clairement que rAd-gpl9k-8gal,AEl,AE3 induit la production 
d'une proteine gpl9k fonctioimelle, et que celle-ci induit une baisse significative de 
l'expression des molecules MHC-I a la surface des cellules. 

1 5 Exemple 3, Effet imm unoprotecteur des adenovirus de rinvention 

3.1. Sensib ility aux CTL stimules in vivo par radfriovirus Ad-Bgal 
Cet exemple montre que les cellules infectees par l'ad&iovirus Ad-gpl9k- 
Bgal»AEl > AE3 sont protegees de la lyse par les CTL par rapport aux cellules infect&es 

20 par un adenovirus Ad-Bgal. 

Des souris DBA/2 (H-2d) ont recu une premise injection intraveineuse de 
10& pfu de virus Ad-Bgal, suivie, 3 semaines apes, d'une nouvelle injection 
intrap£titoneale de la meme quantite de virus. Les souris ont ete sacrifices 2 semaines 
aprds (au plus tdt), leur rate broy6e et les cellules de la rate sont mises en suspension 

25 dans 10ml de RPMI 1640 (Gibco) contenant 10% de SFV dtoomplementisS, 50jjg/ml 
de streptomycine, 100 U/ml de penicilline , 100 ng/ml de kanamycine et 100 \xg/ml de 
gentamycine. Les cellules ainsi obtenues Qymphocytes CTL) ont alors ete incubees en 
presence de cellules 3T3 infectees par Tad6novirus Ad-Bgal. Ceci conduit a une lyse de 
40% environ des cellules colorees (i.e. infectfes). En revanche, ces memes cellules 

30 (lymphocytes CTL) n'ont pratiquement aucun effet sur les fibroblastes non infectes ni 
sur les fibroblastes infectes par Tadenovirus Ad-gpl9k-Bgal,AEl,AE3. Ces resultats 
montrent bien que Tincoiporation dans les vecteurs de l'invention dun ADN 
recombinant capable de produire la gpl9k induit une immunoprotection des cellules 
infectfees. 
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s««ihiiite a ua gEL sti muli fa vivo p ar radenovirw? Ad-gpl9k- 

flgaL AE LAEJ 

Cet exemple montre que les ceUules infectees par l'adenovirus Ad-gpl9k- 
BgalAEl ,AE3 sont protegees de la lyse par les CTL par rapport aux ceUules infectees 
5 par un adenovirus Ad-Bgal. 

Les cellules de la rate de souris ayant recu des injection d'Ad-gpl9k- 
Bgal,AEl,AE3 ont ete preparaees dans les conditions decrites ci-dessus. Dans les 
conditions decrites ci-dessus, ces CTL stimules en presence de cellules 3T3 infectees 

10 par Ad-gpl9k-Bgal.AEl.AE3 rfinduisent pas de lyse desdites ceUules, ni des 
fibroblastes non-infectes. ni des fibroblastes infectes par 1' Ad-Bgal. Par aiUeurs, il a ete 
verifie que cette absence de lyse n'etait pas due a une faible viabflite des ceUules, Pour 
cela. les memes lymphocytes ont ete stimules ensuite en presence de ceUules 3T3 
infectees par 1' Ad-Bgal, dans le but d'amplifier tous les clones anti-BGal ou anti 

15 adenovirus. Les lymphocytes ainsi obtenus sont capables de lyser les ceUules 3T3 
infectees par 1' Ad-Bgal, de la meme maniere que ceux preleves des souris ayant recu 
l'Ad-Bgal. Ces resultats montrent clairement (i) que les vecteurs de Invention 
induisent une immunoprotection des ceUules infectees, puisqu'aucun CTL specifique 
efficace n'est genere, et (ii). que si certains lymphocytes anti-vecteur sont generes dans 

20 les rates de souris injectees par Ad-gpl9k-Bgal^l^E3. l'expression des antigenes 
pendant la stimulation ex vivo est insuffisante pour induire une expansion clonale de 
ces lymphocytes necessaire a la lyse des ceUules cibles infectees. 

F.T«imle 3. Construction d'adenovims recombinants defectifs comprenant un 
gene therapeutique sous le contrdle d'un promoteur insere au niveau de la region 
25 El et le gene gpl9k sous le contrdle du promoteur du LTR du RSV insere au 
niveau de la region E3. 

Ces adenovirus ont ete construits par recombinaison homologue entre un 
l'ADN (Tun premier virus defectif portant le premier ADN recombinant (gene 
therapeutique + promoteur) insere au niveau de la region El et l'ADN d'un deuxieme. 
30 adenovirus defectif portant le deuxieme ADN recombinant (gpl9k + promoteur RSV) 
insere au niveau de la region E3. 

1 , r/vngtmrtion du vims defecHf nortant le denxifmf ADN recombinant 
(g pl OV ■»• prnmoteur R RV1 insere an niveau de la rfegiQh E3 
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Ce virus a 6t£ construit a partir de l'adenoviras Addl324 (Thimmappaya et al., 
Cell 31 (1982) 543). Ce vims porte une deletion au niveau de la rfegion El et au 
niveau de la rfegion E3 (fragment Xbal-EcoRI delete). L'ADN du virus Addl324 a 6te 
5 isole et purifie. Cet ADN est ensuite coup6 par les enzymes Xbal et EcoRI. Un 
fragment Xbal-EcoRI est ensuite issu du plasmide pAd-gpl9k-8gal portant la 
sequence codant pour la gp!9k sous controle du promoteur RSV, puis insere au 
niveau desits sites dans l'ADN de Addl324 ouvert comme precedemment 

L'ADN ainsi obtenu comporte done une deletion au niveau de la region El et 
10 un ADN recombinant au niveau de la region E3 portant le gene gpl9k sous controle 
duRSV. 

2. Construction des adenovirus portant les deux A DN recombinants. 

L'ADN du virus recombinant prepare ci-dessus et l'ADN d'un adenovirus 
15 recombinant portant un gene therapeutique au niveau de la region El, linearise par 
BamHI, sont co-transfectes dans la lignee 293 en presence de phosphate de calcium, 
pour permettre la recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants ainsi 
generes ont ensuite ete selectionnS par purification sur plaque. Apres isolement, 
l'ADN de 1' adenovirus recombinant est amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce qui 
20 conduit a un surnageant de culture contenant Fadenovirus defectif recombinant non 
purifie ayant un titre d'environ 10 10 pfu/mL 

Les particules virales sont generalement purifiees par centrifugation sur 
gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notarnment Graham 
et al., Virology 52 (1973) 456). 

25 

Bien que les exemples ci-dessus dfcrivent plus particulierement Templi du 
gdne gpl9k, il est entendu que les approches decrites dans les exemples ci-dessus 
peuvent etre repetees par lTiornme du metier en utilisant d'autres genes therapeutiques, 
d'autres genes immunoprotecteurs, d'autres promoteurs et d'autres sites d' insertion 
30 dans le genome de Tadenovirus. 



WO 96/12030 



PCT/FR95/01326 



27 

REVENDICATIONS 

1. Adenovirus defectif dont le genome comprend un premier ADN 
recombinant contenant un gene therapeutique et un second ADN recombinant 

5 contenant un gene immunoprotecteur. 

2. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que les deux ADN 
recombinants constituent une entite transcriptionnelle unique. 

3. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que les deux ADN 
recombinants component chacun un promoteur transcriptionnel, identique ou 

10 different 

4. Adenovirus selon la revendication 3 caracterise en ce que les deux ADN 
recombinants sont inseres dans la meme orientation. 

5. Adenovirus selon la revendication 3 caracterise en ce que les deux ADN 
recombinantssont inseres dans les orientations oppos6es. 

15 

. 6. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 5 caracterise en ce que les 
deux ADN recombinants sont inseres dans un meme site du genome, de preference au 
niveau des regions El, E3 ou E4. 

20 7. Adenovirus selon la revendication 6 caracterise en ce que les deux ADN 

recombinants sont inseres au niveau de la region El. 

8. Adenovirus selon Tune des revendications 1, 3, 4 et 5 caracterise en ce que 
les deux ADN recombinants sont inseres en des sites differents du genome. 

25 

9. Adenovirus selon la revendication 8 caracterise en ce que Tun des ADN 
recombinants est insere au niveau de la region El et l'autre au niveau de la region E3 
ouE4. 

30 10. Adenovirus recombinant defectif selon hine des revendications 1 a 9 

caracterise en ce qu'il comprend les sequences ITR, une sequence permettant 
l'encapsidation, et en ce qu'il porte une deletion de tout ou partie des g£nes El et E4. 
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11. Adenovirus selon la revendication 10 caracterisfe en ce qu'il comprend les 
sequences ITR, une sequence permettant Fencapsidation, et en ce qu'il porte une 
deletion de tout ou partie des gdnes El, E3 et E4. 

12. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 11 caracterise en ce que son 
5 genome est delate de tout ou partie des genes El, E3, L5 et E4. 

13. Adenovirus selon la revendication 1 caracteris6 en ce qu'il est d'origine 
humaine, animale, ou mixte. 

14. Adenovirus selon la revendication 13 caracterise en ce que les adenovirus 
d'origine humaine sont choisis parmi ceux classes dans le groupe C, de preference 

10 parmi les adenovirus de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

15. Adenovirus selon la revendication 13 caracterise en ce que les adenovirus 
d'origine animale sont choisis parmi les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, 
ovine, porcine, aviaire et simienne. 

15 16. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que le g&ie 

therapeutique code pour une proteine therapeutique. 

17. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que le g&ne 
therapeutique code pour un ARN therapeutique. 

20 

18. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que le gene 
immunoprotecteur est un gene dont le produit agit sur Tacdvite du complexe majeur 
d'histocompatibilite (MHC) ou sur l'activite des cytokines. 

19. Adenovirus selon la revendication 18 caract6ris6 en ce que le gene 
25 immunoprotecteur est un ggne dont le produit inhibe au moins pardellement 

l'expression des prolines du MHC ou la presentation antigenique. 

20. Adenovirus selon la revendication 19 caracterise en ce que le gene 
immunoprotecteur est chcrisi parmi le gfene de la gpl9k de Tadenovirus, le gene ICP47 

30 du virus de Fherpgs, ou le gdne UL18 du cytomegalovirus. 
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21. Adenovirus selon la revendication 18 caracterise en ce que le gene dont le 
produit agit sur l'activite des cytokines est choisi parmi le gene BCRF1 du virus 
d'Epstein Barr, les g&ies cnnA et crmB du virus de cowpox, les g£nes B15R et B18R 
du virus de la vaccine, le gene US28 du cytomegalovirus et les gfcnes E3-14,7, E3- 

5 10,4 et E3-14,5 de l'adenovirus. 

22. Adenovirus defectif caracterise en ce qu'il commend un premier ADN 
recombinant comprenant un gene therapeutique et un deuxifane ADN recombinant 
comprenant le gene codant pour la gpl9k, tous deux inseres au niveau de la region El 

10 du genome de Adenovirus. 

23. Adenovirus selon les revendications 2 ou 3 caracterise en ce que le ou les 
promoteurs transcriptionnels sont choisis parmi les promoteurs mammiferes, 
eucaryotes ou viraux. 

24. Adenovirus selon la revendication 23 caracterisfc en ce que le promoteur 
15 est choisi parmi les promoteurs des g&ies El A, MLP. CMV, RSV, PGK, albumine, et 

les promoteurs induits par des cytokines. 

25. Composition pharmaceutique comprenant au moins un adenovirus 
recombinant defectif selon l*une des revendications 1 a 24. 

26. Composition pharmaceutique selon la revendication 25 comprenant un 
20 vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable. 
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